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CAPÍTULO! 
INTRODUCCIÓN 
La mastitis bovina es considerada la enfermedad infecciosa del ganado lechero 
de mayor impacto económico mundial, una gran variedad de microorganismos han sido 
involucrados como causales de mastitis bovina, siendo Staphylococcus aureus uno de 
los agentes causales predominantes de la mastitis clínica en las vacas del distrito de 
Sicchez provincia de Ayabaca, el que además de provocar importantes pérdidas 
productivas se caracteriza por desarrollar resistencia frecuente frente a distintos 
antibióticos, lo que conlleva a una pobre respuesta terapéutica. Existe una variedad de 
antimicrobianos para el tratamiento de mastitis bovina cuya elección se basa, en el 
conocimiento de las tendencias generales en susceptibilidad dentro de la práctica 
clínica. En el distrito de Sicchez, los más utilizados pertenecen a las sulfas, 
betalactámicos, tetraciclinas y también las quinolonas. 
Ni en el distrito de Sichez ni en ningún otro distrito de la provincia de Ayabaca, 
se realiza aislamiento ni evaluación para antibiograma del agente causal de la infección 
intramamaria, pese a que la presentación de mastitis clínica se asocian a S. aureus pero 
en menor grado si lo comparamos con las infecciones intramamarias que se reportan en 
los sistemas de crianza intensivos pero, que cuando se presentan, se realiza la terapia 
antibiótica con medicamentos que comúnmente son empleados en otras afecciones 
dándole un uso indiscriminado. Por lo cual el análisis de la sensibilidad de S. aureus a 
los antimicrobianos comúnmente utilizados en la zona tiene como finalidad instaurar 
una terapia racional y preservar la eficacia de este grupo tan valioso de agentes 
terapéuticos. 
Por este motivo, nace el interés de aislar e identificar a S. aureus a partir de 
muestras de leche con mastitis clínica con el objetivo de determinar el grado de 
sensibilidad in vitro de S. aureus frente a los antibióticos comúnmente empleados para 
el tratamiento de mastitis clínica en el distrito de Sicchez provincia de Ayabaca, 
CAPÍTULOII 
REVISIÓN DE LITERATURA 
2.1 ANTECEDENTES 
Cecil y Peppel (1968) realizaron un análisis de los resultados de 2 329 tests de 
sensibilidad a antibióticos y sulfonarnidas en muestras de leche provenientes de vacas 
con inflamaciones mamarias de variada intensidad. Las cuales se realizaron mediante 
antibiograma en placa, con pre-incubación de la muestra y lectura a las 24 horas a 37° C 
probando siete antibióticos y tres sulfonarnidas, no realizándose aislamientos de las 
cepas patógenas ya que la orientación principal de las muestras estuvo dirigida a la 
terapia de los cuadros clínicos. 
Calvinho et al., (2002) determinaron la actividad de antimicrobianos utilizados 
frecuentemente en la terapéutica de mastitis bovina frente a 1 O 1 cepas de estafilococos 
coagulasa positivos aislados de secreción láctea. Utilizando el método de difusión en 
agar, evaluándose los siguientes antimicrobianos: penicilina, arnpícilina, oxacilina, 
cefacetril, penicilina+novobiocina, eritromicina, pirlimicina, novobiocina y neomicina. 
Encontrándose mayores porcentajes de resistencia frente a penicilina y arnpicilina 
(47,6%), mientras que los menores porcentajes fueron observados frente a eritromicina 
(2%), pirlimicina (4%) y neomicina (2,9%). No se observaron cepas resistentes frente a 
oxacilina, cefacetril y penicilina+novobiocina. 
Russi (2008) determinó la susceptibilidad in vitro frente a antimicrobianos de 
95 cepas de S. aureus aislados de mastitis bovina en la cuenca lechera central de 
Argentina utilizando el método de la concentración inhibitoria mínima (CIM) y el 
método de difusión en agar. Donde el mayor porcentaje de resistencia se observó frente 
a penicilina con un alto número de cepas productoras de beta-lactarnasa. Además, 
evaluó los puntos de corte actualmente utilizados en las pruebas de difusión en agar para 
la eritromicina para clasificar a cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina. Así 
mismo categorizó a los aislamientos en susceptibles, intermedios y resistentes, no 
detectándose errores mayores y arrojando una menor cantidad de errores menores que 
con los criterios de interpretación del National Committee For Clinical Laboratory 
Standars (NCCLS). 
Acuña y col (2008) en un estudio denominado "aislamiento, identificación y 
antibiograma de patógenos presentes en leche con mastitis en ganaderías bovinas de la 
provincia de Pichincha" reportaron que de todos los microorganismos identificados, S. 
aures representa el 55,53% siendo el más representativo, así mismo encontrando una 
gran resistencia a penicilina y oxitetraciclina y una buena sensibilidad a la 
enrofloxacina. 
Pellegrino (20 11) evaluó resistencia de cepas de S. aureus aisladas de muestras 
de leche provenientes de tambos de la región central de la provincia de Córdoba, 
Argentina frente a antimicrobianos de uso frecuente en el tratamiento de la mastitis 
bovina. Donde se aisló 300 cepas bacterianas, de las cuales el 21% fueron identificadas 
como S. aureus. El 58,7% de las cepas de S. aureus mostraron resistencia in vitro a uno 
o más antibióticos y de ellas, el 70,3%, fueron aisladas de vacas con mastitis. 
Bedolla (20 11) determinó la resistencia antibiótica de S. aureus aislados de leche 
de vacas con mastitis de Téjaro, Michoacán, encontrándose que de las 41 cepas de S. 
aureus estudiadas, 26 (63,41 %) fueron resistentes a cuatro antibióticos, de las cuales 12 
(29,2%) fueron resistentes a la penicilina, 9 (21,9%) a la ampicilina, 4 (9,7%) a la 
erítromicina y solamente 1 (2,4%) resultó resistente a las tetraciclinas. Se concluye que 
las cepas de S. aureus aisladas en este trabajo mostraron mayor resistencia in vitro a los 
antibióticos de uso frecuente en la terapia de la mastitis bovina como son la penicilina y 
ampicilina 
2.2 PRUEBA DE SENSIBILIDAD in vitro O ANTIBIOGRAMA 
Los antibiogramas son métodos in vitro que determinan la susceptibilidad de los 
microorganismos a una variedad de agentes antimicrobianos, bajo condiciones de 
laboratorio específica y estandarizada (Clavell y Pedrique, 1992). 
La sensibilidad de un organismo a determinados antimicrobianos ha sido 
definida como la menor concentración del antimicrobiano en ug/ml, que evita el 
crecimiento in-vitro del microbio y se refiere como la concentración mínima inhibitoria 
(CMI) (Sánchez y Feris, 1988). 
El punto de corte, mejor conocido con el nombré en inglés de breakpoindt de la 
CMI es la concentración del antimicrobiano que define las categorías de resistente y 
sensible para cada antimicrobiano (Sánchez y col, 1988). 
2.2.1 MÉTODO DE DILUCIÓN 
El método de dilución se pueden realizar en tubos, micropipetas y en agar, 
determinando las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) y las 
concentraciones bactericidas mínimas (CMB) (Sánchez y col, 1988). 
En los métodos de dilución en caldo, base de casi todos los métodos utilizados 
en la actualidad, se colocan concentraciones decrecientes del agente 
antimicrobiano, generalmente diluciones 1:2, en tubos con un caldo de cultivo 
que sostendrá el desarrollo del microorganismo (Sánchez y col,l988). 
El microorganismo crecerá en el tubo control y en todos los otros que no 
contengan suficiente agente antimicrobiano como para inhibir su desarrollo 
(NCCLS, 1999). 
2.2.2 MÉTODO DE DIFUSIÓN 
Este método se emplea básicamente para realizar la prueba de disco-difusión o 
de Kirby Bauer. Es el procedimiento más sencillo y generalizados. Es cómodo, 
barato, rápido y reproducible. Proporciona indirectamente las CMI a través de 
una correlación con los halos de inhibición producidos (Sánchez y col, 1988). 
En el método de Kirby Bauer, el microorganismo es inoculado en la superficie 
de una placa de agar, sobre el cual se colocan discos impregnados con una 
concentración conocida del antibiótico. Las placas se incuban por 16-18 horas a 
35- 3TC. Durante la incubación, el antibiótico difunde radialmente desde el 
disco a través del agar, por lo que su concentración va disminuyendo a medida 
que se aleja del disco (Clavel! y col, 1992). 
En un punto determinado, la concentración del antibiótico en el medio es 
incapaz de inhibir al germen en estudio. El diámetro del área de inhibición 
alrededor del disco puede ser convertido a las categorías de sensible (S), 
intermedio (!) o resistente (R) de acuerdo a tablas publicadas por los organismos 
encargados del control de tales métodos, por ejemplo el Comité Nacional de 
Estandar de Laboratorios Clínicos de los Estados Unidos de Norteamérica 
(anexo 1) (Clavel! y col, 1992). 
a) Sensible.- Esta categoría aplica a las infecciones por cepas que pueden 
ser apropiadamente tratadas con dosis de antibióticos recomendadas para 
ese tipo de infección y especie infectada (NCCLS, 1999). 
b) Intermedio.-Ésta categoría incluye aislamientos bacteriales, evaluados 
con agentes antibacterianos, cuyas CMI se aproximan a los niveles 
alcanzables en tejidos y sangre, y para los que la tasa de respuesta puede 
ser más baja que los de las cepas sensibles. La categoría intermedia 
implica aplicabilidad clínica en los sitios corporales en donde la droga es 
fisiológicamente concentrada (por ejemplo, quinolonas y ~-lactámicos en 
orina) o cuando altas dosis de la droga pueden ser usadas (por ejemplo ~­
lactámicos) (NCCLS, 1999). 
e) Resistente.- Las cepas no son inhibidas por las concentraciones 
sistémicas usualmente alcanzables de un agente con régimen terapéutico 
normal y/o fallas atribuibles a mecanismos de resistencias (por ejemplo 
~-lactamasa) y cuya eficacia clínica no es confiable en estudios 
terapéuticos (NCCLS, 1999). 
Recientemente se ha desarrollado y puesto en práctica el Épsilon Test, E-Test, a 
través del cual se puede determinar la CMI de manera más rápida, ya que es un 
método de difusión utilizando la misma metodología del Kirby-Bauer, pero en 
lugar de discos se utilizan tiras de celulosa impregnada del antibiótico que se 
está probando. A través de este método se puede determinar la CMI de manera 
rápida, ya que es un método de difusión (Sánchez y col, 1988). 
Una de sus grandes ventajas, dadas sus características, es que resulta un método 
ideal para estudiar cualquier tipo de microorganismo, aerobio o anaerobio, 
incluyendo aquellos llamados "fastidiosos" o los que tengan requerimientos 
especiales para crecer (NCCLS, 1999). 
2.3 Stapltylococcus aureus 
S. aureus es un microorganismo que posee características particulares de 
virulencia y resistencia a los antibióticos (reemergencia). Es un microorganismo 
patógeno primario de la glándula mamaria y una causa frecuente de la mastitis 
contagiosa bovina (Radostits et al, 2002). S. aureus es la principal causa de infección 
intramamaria en los rumiantes por lo que se le considera el agente causal más 
importante y frecuente de la mastitis bovina (Sordelli et al., 2000). 
Aunque varios patógenos bacterianos pueden causar la mastitis, el S. aureus es 
el primer agente etiológico en la mayor parte del mundo, ha surgido como el más 
prevaleciente, y una vez establecido en la glándula mamaría es muy difícil de erradicar 
y causa las pérdidas económicas más considerables en la industria de la leche (Sordelli 
et al., 2000). 
2.3.1 CLASIFICACIÓN 







Especie S. aureus 
2.3.2 CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS 
S. aureus es un coco gram-positivo, inmóvil. No forma esporas, puede 
encontrarse solo, en pares, en cadenas cortas o en racimos. Los racimos 
irregulares son característicos de extendidos tomados de cultivos que se 
desarrollan en medios sólidos, mientras que en otros cultivos son frecuentes las 
formas de diplococos y en cadenas cortas. Es un anaerobio facultativo, pero 
crece mejor en condiciones aerobias. El microorganismo produce catalasa, 
coagulasa y crece rápidamente en agar sangre. Sus colonias miden de 1 a 3 mm, 
producen un típico pigmento amarillo debido a la presencia de carotenoides y 
muchas cepas producen hemólisis a las 24c36 horas (Martínez, Partida y 
Cardenas, 2006). 
Generalmente sus colonias son pequeñas y medianas, brillantes, convexas, 
pastosas, enteras, circulares. En medios líquidos produce turbidez y sedimento, 
Son capaces de fermentar la glucosa sin producción de gases y producen acetil 
metil carbinol. Fermentan también el manítol con formación de ácidos y puede 
hacerlo en anaerobiosis. No hidrolizan el almidón y son capaces de crecer en 
presencia de un 40% de bilis (NCCLS, 1999). 
Se han reportado casos de cepas de S. aureus que se encuentran recubiertas por 
una capa de polisacáridos externos, la cual recibe el nombre de slimeo cápsula 
mucoide, que incrementa su capacidad de adherencia, así como refuerza el 
efecto antifagocítico (NCCLS, 1999). 
2.3.3 PROPIEDADES ANTIGÉNICAS 
La mayoría de las cepas de S. aureus produce un polisacárido capsular (PC) del 
que existen 11 serovariedades distintas. El PC generalmente forma un 
microcápsula, que también se ha denominado slime. Se ha sugerido que la 
patogénesis de la PC está en aumentar la resistencia de las bacterias a la 
fagocitosis (Jawetz, 1992). 
S. aureus utiliza diferentes proteínas superficiales que están ancladas en la pared 
celular para adherirse a varios componentes de la matriz extracelular. Estas 
adhesinas pertenecen a la familia de proteínas que se han denominado 
"componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas adhesivas 
de la matriz" y que comprenden las proteínas de unión al colágeno (PNC), 
fibronectina (FnBPA y FnBPB) y al fibrinógeno (CifA y Clf B) o clumping 
factor o coagulasa ligada, así como la proteína A (Jawetz, 1992). 
El colágeno es la principal proteína estructural de la mayoría de los tejidos y 
también de forma soluble en muchos fluidos corporales y el fibrinógeno es una 
globulina sérica precursora de la fibrina (Jawetz, 1992). 
La unión a estas proteínas permite que S. aureus se capaz de colonizar diferentes 
tejidos orgánicos además de coágulos sanguíneos, tejidos lesionados y material 
biológico implantado (Jawetz, 1992). 
La proteína A es un componente de superficie de la mayoría de las cepas 
virulentas de S. aureus que se une a la región Fe de las IgG de los mamíferos y 
es capaz de activar el complemento. Se sugiere que su patogénesis está 
relacionada con la disminución de la opsonización y la fagocitosis, alterando la 
respuesta inmunitaria (Jawetz, 1992). 
2.3A TOXINAS CON ACTIVIDAD SOBRE MEMBRANAS 
2.3.4.1 Hemolisna a.-
Es citotóxica para una gran variedad de células, como son los eritrocitos, las 
células mononuclerares del sistema inmunitario, las células epiteliales, 
endoteliales y las plaquetas. Ejerce su acción citolítica formando poros en las 
membranas, además es dermonecrótica y letal para el conejo (Jawetz, 1992). 
2.3.4.2 Hemolisina p.-
Es una esfingomielinasa C. la sensibilidad de los eritrocitos de diferentes 
especies a la toxina p depende del contenido de esfingomie1ina de su membrana. 
La mayoría de las cepas de S. aureus de origen animal producen hemolisina p, 
mientras que las cepas humanas raramente lo presentan. Los ensayos realizados 
con estiipes de S. aureus isogénicas han demostrado que la toxina p contribuye a 
la patogénesis en un modelo de mastitis murina (Jawetz, 1992). 
2.3.4.3 Hemolisina o.-
Casi todas las cepas de S. aureus produce esta toxina. Es un polipéptido 
pequeño (26 aminoácidos) y tiene propiedades tensoactivas. Es dermonecrótico 
para el conejo por inoculación, pero se requiere dosis altas para que sea letal en 
los animales de laboratorio (Jawetz, 1992). 
2.3.4.4 Hemolisina y y leucocidina.-
Ambas son citolisinas que por su estructura se incluyen en una misma familia de 
proteínas. Están compuestas por dos cadenas polipeptídicas denominadas S y F 
que actúan sinérgicamente para dañar la membrana de las células (Jawetz, 
1992). 
La toxina y tiene un mayor efecto sobre los eritrocitos y la leucocidina sobre los 
neutrófilos y macrófagos (Jawetz, 1992). 
La toxina y la produce casi todas las cepas de S. aureus. Pero sólo un pequeño 
porcentaje de estas producen leucocidinas (Jawetz, 1992). 
2.3.5 TOXINAS CON ACTIVIDAD SUPERANTÍGENOS 
En este grupo se incluyen la familia de las toxinas pirogénicas, formada por las 
enterotoxinas y la toxina del síndrome del choque tóxico 1 (TSST-1) y las 
toxinas exfoliativas. Los superantígenos no son procesados por las células 
presentadoras de antígeno, pero se unen como moléculas enteras a moléculas del 
complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (CMH-II), y estas toxinas 
unidas provocan una estimulación masiva de linfocitos T con la consiguiente 
producción de citosinas (Jawetz, 1992). 
Las enterotoxinas exfoliativos A y B producen el síndrome estafilocócico de la 
piel escaldad en niños y posiblemente en perros, debido a que origina la ruptura 




La descomposición del agua oxigenada en agua y oxígeno molecular, por la 
catalasa, podría inferir en la destrucción intrafagocítica mediada por radicales 
tóxicos de oxígeno (Richardson y col, 2008). 
2.3.6.2 Coagulasa libre.-
Es un profermento que en presencia de protrombina, o un cofactor del plasma de 
conejo (coagulase reacting factor, CRF), o ambos, forma un complejo de 
actividad proteolítica que transforma el fibrinógeno en fibrina, determinando la 
formación de coágulos intravenosos (Richardson y col, 2008). 
2.3.6.3 Hialorudinasa.-
Aumenta el poder invasivo de los estafilococos al hidrolizar el ácido hialurónico, 
mucopolisacárido constituyente fundamentalmente de los tejidos (Richardson y 
col, 2008). 
2.3.6.4 Estafilocinasa.-
Actúa sobre la fibrina por activación de una profibrinolisina, destruyendo los 
coágulos de fibrina y pudiendo, facilitar la formación de microtrombos y las 
metástasis sépticas (Richardson y col, 2008). 
2.3.6.5 Lipasa.-
Tales como fosfolipasas o esterasas, capaces de metabolizarlas grasas cutáneas 
(Richardson y col, 2008). 
2.3.6.6 Nucleasas.-
Hidrolizan el ADN de las células eucariotas, por lo que podrían contribuir a las 
lesiones tisulares (Richardson y col, 2008). 
2.4 MASTITIS 
La mastitis es un proceso inflamatorio de la glándula mamaria y es comúnmente 
una consecuencia de una infección microbiana causada por patógenos que penetran a la 
glándula a través del canal del pezón. Este proceso se caracteriza por diversos cambios 
fisicos y químicos en la leche y alteraciones patológicas en el tejido glandular (Radostits 
et al., 2002). 
La mastitis es considerada una enfermedad altamente prevaleciente en el ganado 
lechero, y es una de las más importantes que afecta mundialmente la industria lechera 
(Correa y Marin, 2002). 
2.4.1 FACTORES PREDISPONENTES DE MASTITIS 
2.4.1.1 Microorganismos 
Los microorganismos causantes de mastitis pueden ser agrupados en 3 
categorías: (Andresen, 2001) 
a) Los que causan mastitis contagiosa (fundamentalmente Streptococcus 
agalactiae, Staphylococcus aureus coagulasa positivo y Mycoplasmas 
spp) (Andresen, 2001). 
b) Patógenos comunes del entorno ambiental en que viven las vacas 
(fundamentalmente coliformes, estreptococos ambientales y estafilococos 
coagulasa negativos) (Andresen, 2001). 
e) Patógenos no comunes del medio ambiente (Arcanobacterium pyogenes, 
Pseudomonas aeruginosa, levaduras, Nocardia asteroides, el alga 
incolora Prototheca spp, y muchos más) (Andresen, 2001). 
2.4.1.2 Hombre 
El rol del hombre en el problema de la mastitis abarca varios niveles: 
a) El primer nivel es el ordeño mecánico; las tasas de mastitis siempre son 
más elevadas en hatos mal ordeñados (Andresen, 2001). 
b) El segundo nivel es el control del ordeño mecánico (Andersen, 2001 ). 
e) El tercer nivel lo juega el médico veterinario que es responsable de la 
planificación de toda la operación (Andresen, 2001). 
d) El cuarto nivel depende de la administración o gerencia (Andresen, 
2001). 
e) El quinto nivel, por último, depende de la gerencia general o del 
propietario (Andresen, 2001 ). 
2.4.1.3 Máquina de ordeño 
La máquina de ordeño es el tercer elemento de este complejo etiológico que es la 
mastitis. Cuando se habla de máquina de ordeño, esto incluye en realidad a todo 
el sistema y el equipo de ordeño; que no depende sólo de las características que 
le ha dado el fabricante sino también, y quizás fundamentalmente, de la 
ejecución hasta el más mínimo detalle tanto de la construcción de la sala de 
ordeño e instalación de los equipos, como también de su ubicación en armonía 
con las demás instalaciones del establo y del mejor acceso a fuentes de energía 
eléctrica, disponibilidad de abundante agua de buena calidad y baja dureza y red 
de desagüe (Andresen, 2001). 
2.4.2 TIPOS DE MASTITIS 
2.4.2.1 Mastitis clínica 
La mastitis clínica es una anormalidad fácilmente observada por los granjeros en 
cualquiera de los dos casos: la leche y/o la ubre. Es un problema que subsiste en 
muchos hatos lecheros (Schrick et al., 2001). 
Se caracteriza por la tumefacción o dolor en la ubre, enrojecimiento, la leche 
presenta una apariencia anormal y, en algunos casos, hay aumento de la 
temperatura rectal, letargo, anorexia e incluso la muerte. Además, las bacterias 
están presentes en la leche, el rendimiento es muy reducido, y su contenido está 
alterado considerablemente (Schrick et al., 2001 ). 
2.4.2.2 Mastitis subclínica 
La mastitis subclínica es definida como la presencia de un microorganismo en 
combinación con un conteo elevado de células somáticas de la leche. Este tipo 
de mastitis no presenta cambios visibles en la leche o ubre. Se caracteriza por el 
reducido rendimiento de leche, composición alterada de la leche y la presencia 
de componentes inflamatorios y bacterias en la leche (Schrick et al., 2001). 
La mastitis, particularmente subclínica y crónica, es la más persistente y más 
común del grupo de enfermedades de importancia por la higiene de la leche en el 
ganado lechero. La mastitis subclínica ocurre frecuentemente, y puede conducir 
a grandes pérdidas económicas debido al reducido rendimiento de leche, y 
multas a causa de los elevados conteos de células somáticas presentes en los 
tanques de leche (Schrick et al., 2001). 
2.4.3 CLASIFICACIÓN DE LOS AGENTES PATÓGENOS CAUSANTES DE 
MASTITIS BOVINA 
Según Riffon el al., (2001), las bacterias responsables de la mastitis bovina 
pueden ser clasificadas como contagiosas y ambientales, dependiendo de su 
reservono primario y el ambiente contra el cuarto de la glándula mamaria 
infectada. 
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En la glándula mamaria bovina se han identificado hasta 140 especies, 
subespecies y serovariedades microbianas. Las técnicas microbiológicas han 
permitido la determinación precisa de la identidad de muchos microorganismos 
patógenos de la mastitis (Riffon et al, 2001). 
2.4.3.1 Patógenos causantes de mastitis contagiosa 
Los patógenos contagiosos de primera importancia incluyen al Staphylococcus 
aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium spp., y al Mycoplasma spp. 
Son organismos transmitidos de vaca a vaca a través de los paños utilizados para 
limpiar las ubres, la leche residual en las pezoneras y un equipo de ordeño 
inadecuado donde el reservorio primario que alberga los patógenos es el animal 
infectado o el cuarto de la ubre, y la exposición de los cuartos mamarios no 
infectados se restringe al proceso de la ordeña (Bedolla, 2011 ). 
Los patógenos contagiosos de la. mastitis como el Staphylococcus aureus y 
Streptococcus agalactiae que son infecciosos a nivel individual y a nivel de 
población, han sido reportados bajo control en los hatos lecheros a través del uso 
de prácticas de manejo que utilizan la desinfección de las tetas después de la 
ordeña, terapia de la vaca seca, desecho, mantenimiento del equipo de ordeño, y 
terapia antibiótica de las infecciones intramamarias (Bedolla, 2011). 
2.4.3.2 Patógenos causantes de mastitis ambiental 
Los patógenos principales en este grupo son los bacilos entéricos Grarnnegativos 
(Escherichia coli, Klebsiella spp.), Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus 
uberis, y Enterococcus spp. Este grupo de microorganismos oportunistas 
incluyen a Pseudomona spp., levaduras, Prototheca spp., Serratia marcescens y 
Nocardia spp. Cada uno de estos agentes poseen características de cultivo, 
mecamsmos patógenos y consecuencias clínicas singulares (Radostits et al., 
2002). 
Se trata generalmente de oportunistas que invaden la glándula mamaria cuando 
los mecanismos de defensa están disminuidos o cuando se introducen 
inadvertidamente en la glándula mamaria al realizar un tratamiento intramamario 
(Bedolla, 2011). 
La fuente de estos agentes patógenos es el entorno de la vaca. La forma de 
transmisión principal es del ambiente a la vaca a través de un manejo inadecuado 
del primero. Algunos ejemplos incluyen la cama húmeda, terrenos sucios, ubres 
mojadas por la leche, preparación inadecuada de la ubre y los pezones antes del 
ordeño y sistemas de estabulación que favorecen las lesiones en los pezones. Y 
la exposición de los cuartos no infectados a los patógenos ambientales que puede 
ocurrir en cualquier momento durante la vida de una vaca. Estas infecciones 
generalmente ocurren de forma esporádica (Radostits el al., 2002). 
2.4.4 DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO PARA IDENTIFICAR S. aureus 
CAUSANTE DE MASTITIS BOVINA 
Los análisis de laboratorio permiten examinar las muestras de leche en cuanto a 
bacterias, células y cambios químicos, y obtener una prueba de sensibilidad 
antimicrobiana (Jawetz, 1992). 
2.4.4.1 Examen directo 
Frotis de muestras y realización de tinción Gram. Posterior observación al 
microscopio e identificación (Jawetz, 1992). 
Cuando se emplea el método de tinción, debido a diferencias en la pared celular, 
las bacterias se dividen por lo general en dos grandes grupos, según retengan o 
no el colorante primario ("Grampositivas" o "Gramnegativas" respectivamente) 
tras sufrir la acción de un decolorante (Aquiagualt y Pérez, 2004). 
2.4.4.2 Cultivo 
Aislamiento en agar sangre de carnero (Agar tripteína soya más sangre de 
carnero al 8% ), medio en el que puede apreciarse la capacidad hemolítica y el 
tipio de hemólisis producido por las bacterias (Martínez y col, 2006). 
Existen varios medios selectivos para los estafilococos, como el agar sal manito! 
y el medio de Baird-Parker, que se utiliza principalmente para análisis de 
alimentos (Vadillo, Piriz y Mateos, 2002). 
Las colonias aparecen normalmente a las 24 horas, y al cabo de 48 horas de 
incubaciones pueden alcanzar los 4 mm de diámetro. Los aislamientos del 
microorganismo están en función de su morfología, tamaño y pigmentación de 
colonia, como también la presencia y tipo de hemólisis (Martínez y col, 2006). 
El criterio generalmente utilizado para la "identificación de las especies 
patógenas es la capacidad de coagular el plasma. Esta capacidad se determina 
bien con una prueba de tubo, o bien con una prueba en portaobjetos. La prueba 
en tubo, permite detectar la coagulasa libre y se realiza añadiendo a 0,5 mi de 
plasma de conejo citratado o con EDTA un par de gotas bien en un cultivo 
líquido de 18 horas, o bien de una suspensión densa preparada a partir de un 
cultivo de agar. La lectura de la prueba se hace a las 4 y a las 24 horas 0' adillo y 
col, 2002). 
2.4.4.3 Prueba de ELISA 
Cuando no se puede asilar ningún agente patógeno en los casos de mastitis 
clínica mediante las técnicas de cultivo estándar, el método ELISA puede ser 
eficaz para detectar a S. aureus, Echerichia coli, Streptococcus dygalactiae y 
Streptococcus agalactiae. Los antígenos frente a estos agentes patógenos pueden 
detectarse hasta el 50% de las muestras de los cuarterones de vacas con mastitis 
clínica en las que no se puede aislar ningún microorganismos patógeno 
(Radostits et al., 2002). 
Mide el aumento de los antígenos granulocíticos polimorfonucleares, 
proporciona también bien una estimación precisa de recuentos celulares en la 
leche tan bajos como de 1000 000/ml. La prueba de ELISA con 
mieloperoxidasas es un método casi tan bueno como el ELISA directo, que 
utilizan los anticuerpos monoclonales frente a un antígeno de neutrófilos 
(Radostits et al., 2002). 
2.4.4.4 Prueba de NA GASA 
Se basa en la medición de enzimas asociadas a las células (N-acetil-P-D-
glucosaminidasa) en la leche, un nivel alto de esta enzima indica un recuento 
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celular elevado. Se considera la prueba indirecta más precisa para predecir el 
estado infeccioso del cuarterón (Radostits et al., 2002). 
2.4.5 TRATAMIENTO DE MASTITIS 
El tratamiento de los animales con antibióticos debe tener una adecuada relación 
costo-beneficio, un claro ejemplo es el tratamiento de todas las glándulas 
mamarias de todas las vacas que finalizan lactación. Las mastitis subclínicas por 
lo general no se tratan ya que realizando medidas de higiene y desinfección, 
buen ordeño y buen funcionamiento de la máquina de ordeño se corrigen estos 
problemas (Patiño, 2008). 
Si bien existe una gran variedad de medidas de control de la enfermedad, la 
terapia con antibióticos desempeña un papel determinante en la eliminación de la 
mastitis bovina. La mayoría de las drogas antimicrobianas utilizadas son ~-. 
lactámicos, aminoglucósidos y macrólidos). La respuesta a estos antibióticos 
varía según el agente etiológico (Patiño, 2008; Pellegrino, 2011). 
2.4.5.1 Aminog1ucósidos 
Se denominan así, por estar formados por aminoazúcares unidos por enlaces 
glucosídicos. Su mecanismo de acción incluye la inhibición de la síntesis 
proteica bacteriana debido a la unión de la sub-unidad ribosómica 30S de la 
bacteria. Estos son captados activamente por la bacteria mediante un proceso 
que requiere condiciones aeróbicas. La resistencia bacteriana a estos 
antimicrobianos se desarrolla rápidamente y se produce como resultado de la 
modificación enzimática del fármaco en varios lugares. Los de mayor uso en el 
bovino son la gentamicina, estreptomicina y dihidroestreptomicina (derivado 
sintético de la estreptomicina) (Patiño, 2008). 
2.4.5.2 Cefalosporina 
Este grupo está estrechamente rehícionado con las penicilinas y tiene un núcleo 
7-amino-cefalosporánico, siendo similar a su modo de acción, disposición 
fisiológica y toxiciclad. Tienen una resistencia superior a la inactivación por las 
enzimas ~-lactamasas producidas por los estafilococos. Inhiben la formación de 
la pared celular (Patiño, 2008). 
2.4.5.3 Fenicoles 
Son compuestos bacteriostáticos de amplio espectro y presentan acción contra 
bacilos gram-positivos y gram-negativos. Actúa interfiriendo con la síntesis 
proteica mediante el bloqueo de la síntesis en el ribosoma. Se combina 
competitivamente con la subunidad ribosómica 50 S, bloqueando la entrada de 
aminoácidos en la cadena peptídica en desarrollo. Este compuesto inhibe el 
metabolismo microsomal del fármaco en el hígado y por lo tanto prolonga los 
efectos de otros fármacos, que normalmente son eliminados del organismo por 
oxidación (Patiño, 2008). 
2.4.5.4 Macrólidos 
Este grupo de componentes antimicrobianos posee un gran anillo lactónico. Son 
activos contra la mayoría de los microorganismos gram-positivos. La mayoría de 
los macrólidos son bacteriostáticos, pero en altas concentraciones y contra 
determinadas bacterias pueden ser bactericidas. Su modo de acción es por 
interferencia con la síntesis proteica por alteración de los ribosomas bacterianos 
(Patiño, 2008). 
2.4.5.5 Penicilinas 
Se distribuyen en los líquidos extracelulares, incluyendo las articulaciones, los 
líquidos de las heridas, la glándula mamaria y el feto en el animal gestante. En 
general presenta eficacia para la mayoría de las. bacterias Gram-positivas como 
los estafilococos. Su mecanismo de acción interfiere con la síntesis de la pared 
celular bacteriana, siendo por tanto bactericida, es decir, interfiere con la síntesis 
de los polipéptidos necesarios para la pared celular y presenta su eficacia 
máxima contra las bacterias en rápido crecimiento. Presenta poco efecto contra 
las bacterias maduras que no están en división. Determinadas cepas de las 
bacterias estafilocócicas producen una penicilinasa (~-lactamasa), que 
transforma la penicilina en ácido peniciloico inactivo. Este grupo de compuestos 
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no son inactivados por la sangre, el pus, los autolisados tisulares, ni por un gran 
número de bacterias. En algunos casos se pueden observar reacciones de 
hipersensibilidad que van desde urticaria y prurito hasta anafilaxia aguda 
(Patiño, 2008). 
2.4.5.6 Quinolonas 
Son el grupo farmacológico de mayor desarrollo en la actualidad. Se distinguen 
tres generaciones con potencia antibacteriana y rasgos farmacológicos 
progresivamente mayores. Las bacterias resistentes a las quinolonas aparecen en 
clínica como resultado de la terapia con estos agentes. Su efecto citotóxico 
depende de que penetren a través de la membrana bacteriana y alcancen su diana 
celular (DNA girasa o topoisomerasa IV) para inducir la muerte de la bacteria, 
En principio, las resistencias a las quinolonas puede deberse a mutaciones que 
afecten cualquier paso de este proceso. Así, los mecanismos de resistencia 
bacteriana a las quino lonas pueden agruparse en tres categorías: 
a) Resistencia de tipo cromosómico que dan lugar a mutaciones en 
segmentos definidos de los genes que codifican la DNA girasa 
(especialmente en la subunidad A y la topoisomerasa IV, dando lugar a 
las QRDR (regiones-determinantes-de resistencia-a quinolonas). 
b) Resistencia por alteraciones en la membrana externa bacteriana que 
disminuyen la presión intracelular del fármaco. Estas modificaciones se 
originan en alteraciones de los genes que codifican los canales de las 
purinas, lo que impide la entrada del quimioterápico en la bacteria. 
e) Resistencias basadas en la expulsión del antibacteriano desde el medio 
intracelular al extracelular por acción de transportadores endógenos 
activos (Patiño, 2008). 
2.4.5. 7 Sulfamidinas-trimetoprim 
Las sulfonarnidas son ácidos débiles y moderadamente solubles. Actúan 
interfiriendo con la síntesis de ácido fálico a partir de ácido pararninobenzoico 
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(PABA). Dado que las sliÍfohiunidas actúan dC esta forma, los gérmenes que 
pueden utilizar el ácido fálico transformado son insensibles. Ya que la síntesis 
de ácido fálico es necesaria para un rango amplio de bacterias, las sulfonamidas 
tienen un amplio espectro de acción. Su espectro incluye a bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas. La frecuente utilización previa de sulfonamidas ha 
dado lugar a muchos gérmenes resistentes. Para evitar la resistencia se ha 
utilizado · exitosamente la incorporación de trimetoprim, que actúa 
sinérgicamente con la sulfonamida bloqueando la síntesis de ácido fálico, por 
tanto esta asociación es eficaz contra un amplio rango de gérmenes (Patiño, 
2008). 
2.4.5.8 Tetraciclinas 
Tienen el espectro más amplio que todos los antibióticos y actúa bien contra los 
cocos Gram-positivos. Actúan interfiriendo la síntesis de proteica en la unidad 
ribosómica 30 S, y en menor grado interfieren con la fosforilación oxidativa, con 
la oxidación de la glucosa y con permeabilidad de la membrana celular. Este 
grupo se distribuye ampliamente, atraviesan la placenta y alcanza el líquido 
cefalorraquídeo (Patiño, 2008). 
2.4.6 CONTROL DE LA MASTJTJS 
El control de la mastitis implica la aplicación de un programa completo que 
abarque medidas higiénicas y de manejo, cuyo objetivo final es reducir al 
máximo la necesidad de recurrir al tratamiento quimioterápico; usualmente muy 
costoso (Andresen, 2001 ). 
a) Mantenimiento óptimo de las condiciones de limpieza en los 
alojamientos. 
b) Higiene personal de los ordeñadores (manos y salud general). 
e) Buenas prácticas de ordeña (lavado de ubre baja y pezón, secado y 
sellado de los mismos con soluciones desinfectantes después de cada 
ordeño). 
d) En caso de ordeño mecánico, mantenimiento óptimo y funcional de los 
eqmpos. 
e) Pruebas de mensuales de detección de mastitis. 
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f) Muestreo frecuente de leche en casos clínicos para análisis bacteriológico 
de sensibilidad a antibióticos. 
g) Tratamiento de todas las vacas al momento de secarse para reducir la 
incidencia a la siguiente lactancia y eliminar los casos crónicos y 
contagiosos 
h) En ordeño mecánico, cambiar pezoneras y piezas de hule. 
i) Ordeño ordenado, es decir ordeñar primero a vacas de primera lactancia 
para evitar la contaminación (Andresen, 2001). 
2.5 RESISTENCIA DE Staphylococcus aureus A LOS ANTIBIÓTICOS 
La resistencia no es un fenómeno nuevo; al principio se reconoció como una 
curiosidad científica y luego como una amenaza a la eficacia del tratamiento. Sin 
embargo, el desarrollo de nuevas familias de antimicrobianos en décadas de 1950 y 
1960, y las modificaciones de esas moléculas en las de 1960 y 1980 indujo a creer que 
siempre podríamos adelantamos a los agentes patógenos. La generación de 
medicamentos nuevos se está estancando y son pocos los incentivos para elaborar 
antimicrobianos nuevos que permitan combatir los problemas mundiales de la fármaco 
resistencia (Patiño, 2008). 
Para Patiño, (2008) las bacterias adquieren la capacidad de resistir la acción de 
los antibióticos a través de varios mecanismos como lo son: 
La variabilidad genética 
La modificación de la permeabilidad de la membrana interna 
La extracción del compuesto y la inhibición enzimática 
La modificación del blanco ribosomal o la alteración de la composición y el 
contenido de glicoproteínas de la pared bacteriana. 
Esta resistencia es transmitida entre microorganismos de un mismo género 
(transmisión horizontal) y entre microorganismos de géneros diferentes (transmisión 
vertical). A todo lo anterior se adiciona el hecho de que se dispone de escasos datos de 
susceptibilidad a los antimicrobianos y la vigilancia de la resistencia no se lleva a cabo 
en todos los países (Patiño, 2008). 
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La mastitis causada por S aiireus es casi iin'posible de controlar con terapia de 
' antibióticos únicamente. El tratamiento con antibióticos en la lactancia es de poco 
beneficio. Sólo de un 1 O a un 30% de los cuartos infectados serán curados. (Patiño, 
2008). 
La infusión de drogas puede reducir temporalmente el conteo de células 
somáticas y hasta mejorar la apariencia de la leche en cuartos clínicamente infectados, 
pero realmente no eliminan muchas infecciones. Esto se debe a que los 
microorganismos quedan amurallados con el tejido cicatrizante el cual los protege de los 
antibióticos (Patiño, 2008). 
El S. aureus también desarrolla una resistencia a ciertos antibióticos y puede 
producir una enzima (penicilinasa) que inactiva a la penicilina. Se han descrito a lo 
menos, tres mecanismos de resistencia del S. aureus a los ~-lactámicos, en muchas 
ocasiones relacionados entre sí: producción de ~-lactamasas, fenómenos de tolerancia, y 
resistencia por proteínas fijadoras de penicilina modificadas o supernumeranas, 
conocida como resistencia intrínseca a meticilina (Patiño, 2008). 
Cuando se detecta una cepa resistente a oxacilina, ninguna otra penicilina 
resistente a penicilinasa, cefalosporina, combinación de ~-lactámicos, con inhibidores 
de ~-lactamasa o incluso imipenem, serán eficaces para el tratamiento del S. aureus, 
independientemente de que las distintas cepas muestren sensibilidad in vitro en los 
estudios de laboratorio (Patiño, 2008). 
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CAPÍTULO III 
MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 LUGAR EXPERIMENTAL 
Las cepas de S. aureus estudiadas en el presente trabajo fueron aisladas a partir 
de muestras de leche colectadas de vacas con mastitis clínica de 14 ganaderos 
pertenecientes al Distrito de Sicchez, de la provincia de Ayabaca, del departamento de 
Piura, ubicado en la costa norte del Perú, a 1 363 metros sobre el nivel de mar, con una 
latitud de 04°34'13" y longitud de 79°45'54", con una temperatura máxima de 32° C y 
una temperatura mínima de 22° y una humedad relativa de 57% (Guzmán y col, 2012) 
La identificación de las cepas de S. aureus se realizó en el laboratorio de 
Nutrición Fisiológica de la Facultad de Zootecnia, ubicado dentro del campus de la 
Universidad Nacional de Piura, distrito de Castilla. 
3.2 DURACIÓN DEL ESTUDIO 
El presente estudio se inició el 20 de enero y se concluyó el 20 de marzo del 
presente año, periodo en el cual se visitaba una vez por semana a los predios, para la 
recolección de las muestras. 
3.3 ANIMALES EXPERIMENTALES 
Durante el presente estudio se diagnosticaron 19 animales positivos a mastitis 
clínica de entre 2 años y medio a 4 años, de primer, segundo y tercer parto. Cada 
ganadero de la zona cuenta con un mínimo de 3 y un máximo de 7 cabezas de ganado, 
dentro de las cuales 1 a 3 vacas se encuentran en producción láctea, siendo Holstein, 
Brown swiss y vacas criollas las principales razas de vacunos expuestos a un sistema de 
crianza extensivo y un promedio de lactancia de 5 a 8 litros y con una forma de ordeño 
manual. 
De los animales positivos a mastitis clínica, se colectaron 35 muestras de leche, 
las mismas que corresponde solamente a los pezones afectados. 
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3.4 MATERIALES 
3.4.1 Materiales de campo 
• Cooler o caja de tecnopor 
• Tubos de ensayo estériles tapa rosca 
• Algodón 




• Marcadores permanentes 
• Libreta de anotaciones 
• Lapiceros 
e Cámara fotográfica 
3.4.2 Materiales de laboratorio 
• Placas petri 
• Tubos de ensayo 
• Matraz Erlenmeyer 
• Gradillas 
• Asas y mangos de Kolle 
• Láminas portaobjetos 
• Mechero de alcohol 
• Hisopos estériles 
• Pinzas 
• Alcohol cetona 
• Cristal violeta 
• Lugol 
• Safranina 
• Alcohol de 96° 
• Agua destilada 
• Agua oxigenada 
• Reactivo de Kovacs 
• Discos de actividad antibiótica (Penicilina, oxitetraciclina, amoxicilina, 
sulfatrimetoprim, enrofloxacina). 
• Aceite de inmersión 
• Bandeja de tinción 
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• Microscopio binocular 
• Balanza digital 
• Cocina eléctrica 
• Olla 
• Baño María 
• Horno 
• Estufa 
3.4.4 Medios de cultivo 
• Agar sangre 
• Agar nutritivo 
• Plasma de conejo o de humano 
• Agar Mueller Hinton 
• Agar manito! salado 
• Medio de Baird-Parker 
• Tripteina de soya 







• Folders manila 
• Papel din A4 
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3.5 METODOLOGÍA 
3.5.1 Selección de animales 
Se inició con la determinación de los casos de mastitis clínica, los cuales se 
identificaron en base a los signos clínicos, incluyendo apariencia anormal de la 
leche (presencia de coágulos, sangre), alteraciones de la ubre (enrojecimiento, 
hinchazón, calentamiento, dolor), estado general del animal así como las 
condiciones de ordeño. 
3.5.2 Recolección, conservación y transporte de muestras 
Las muestras de leche fueron recolectadas de vacas con mastitis clínica. Se 
colectaron 35 muestras de leche con mastitis clínica proveniente solamente de 
los pezones afectados. La toma de muestras se realizó de acuerdo a las 
instrucciones recomendadas por el National Mastitis Council (NMC) (ver Anexo 
2) 
Antes de la toma de muestras, los pezones fueron desinfectados con alcohol al 
96 % y secados con papel absorbente y el primer chorro de leche descartado. 
De los cuartos afectados de cada bovino se tomaron cuatro a cinco mililitros de 
leche proveniente sólo se depositaron en los tubos de ensayo estériles tapa rosca. 
Las muestras fueron transportadas refrigeradas al Laboratorio de Nutrición 
Fisiológica de la Facultad de Zootecnia de la Universidad Nacional de Piura y 
se mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento. 
3.5.3 Aislamiento e identificación de S. aureus 
Las muestras de leche con mastitis clínica se sembraron en placas de agar 
sangre, agar sal manito!, agar Baird Parker y se incubaron durante 24 a 48 h a 
3 7°C según lo descrito en el Anexo 3. 
Los aislamientos fueron seleccionados según su morfología, tamaño y 
pigmentación de colonia, como también presencia y tipo de hemólisis. 
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Las colonias sospechosas a S: aureus, se identificaron en base a su morfología y 
características microscópicas: tinción de Gram (ver Anexo 4), producción de 
catalasa, coagulasa y oxidasa según los procedimientos descritos en el anexo 5 
para las pruebas bioquímicas. 
3.5.4 Prueba de sensibilidad 
Las cepas aisladas de S. aureus fueron analizadas con el método de difusión en 
disco de Kirby-Bauer según manual de métodos generales descrito en el anexo 6. 
Se tomaron las colonias de cada cepa previamente identificadas, se 
resuspendieron en 2 mi de caldo tripteína soya (TSB) y la suspensión bacteriana 
se homogenizó y se incubó a 37°C por 6 h. 
Luego la suspensión se sembró con hisopo estéril en placas contenido 15 a 20 mi 
de agar Muller Hinton realizando estrías en todas direcciones. Previa 
verificación de la turbidez de la suspensión. 
Los discos de antibióticos utilizados en este ensayo, se seleccionaron en base a 
su frecuente utilización en distrito de Sicchez. Los antibióticos y 
concentraciones utilizadas, fueron: Penicilina 1 O UI, Sulfatrimetoprim 29 ¡tg, 
Amoxicilina 25 ¡tg, Oxitetraciclina 30 ¡tg, Enrofloxacina 5 ¡tg. 
Estos se depositaron en condiciones deesterilidad sobre las placas y se 
presionaron cuidadosamente para asegurar el completo contacto con la superficie 
del agar. 
Se distribuyeron cinco discos por placa con el fin de mantener una distancia de 
2,5 cm entre ellos. 
Las placas se incubaron durante 24 h a 37°C y en función del tamaño de los 
halos de inhibición, las cepas fueron clasificadas como sensibles (S), intermedias 
(I) o resistentes (R) según los criterios de interpretación de la CLSI que se 
encuentran detallados en la tabla 1 (Pellegrino, 20 JI). 
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Tabla l. Interpretación · ·aer · iiiámetro de lá~ zonas de inhibición para 
patógenos a los agentes antimicrobianos 
Agente Concentración Zona de inhibición (mm) 























Fuente: Diámetros del halo de inhibición según BIO RAD (recomendaciones de la FDA y 
CLSI), 201 O (Adaptado de "Resistencia a antibióticos de cepas de Staphylococcus aureus 
aislados de leche" de Pellegrino, 2011) 
Además para identificar a la especie S. aureus, se consideró la tabla 2 donde se 
pueden observar las pruebas que permiten identificar a S. aureus y diferenciarlas con los 
géneros Streplococcus ssp. y Micrococcus sp. 
Tabla 2. Identificación de bacterias de los géneros Stapllylococcus sp., 
Micrococcus sp. y Streptococcus sp. 




Catalasa + + 
Oxidasa + 
Manito! + + 
Coagulasa + 
Disposición Cocos racimos Cocos tétradas Cocos cadenas 
Característica tintorial G+ G+ G+ 
Fuente: Resistencia antibiótica de Staphylococcus aureus aislados de leche de vacas con 
mastitis de Téjaro Michoacán (Bedolla, 2011). 
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3.6 UNIVERSO Y TAMAÑO DE MUESTRA 
Según Guzmán, et al.; (2012) indican que la población de vacas del distrito de 
Sicchez es de 400 animales los cuales se encuentran distribuidos en diferentes sectores 
del distrito. 
El universo del estudio son las vacas en producción del distrito de Sicchez, que 
son en un número de 50, d~stribuidos en 14 predios. 
La muestra lo constituye el 100 % de casos clínicos encontrados en el periodo 
del20 de enero al20 de marzo del año 2014 en dicho distrito, constituyendo 19 vacas. 
De cada animal con mastitis clínica se colectó leche solamente de los pezones 
afectados, totalizando 3 5 muestras de leche. 
3.7 ANÁLISIS DE DATOS 
Los datos han sido analizados con estadística descriptiva. 
Para determinar el comportamiento de esta cepa frente a cada uno de los 
antibióticos, se empleó el análisis de varianza y la prueba exacta de Fisher. 
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CAPÍTULO IV 
RESULTADOS Y DISCUSIONES 
Durante el periodo ~ estudio, se visitaron a 14 predios ~~ distrito ~ Sicchez, 
provincia de Ayabaca, con un total de 50 vacas en producción láctea, de las cuales el 
38% (19 vacas) presentaron mastitis cliníca (Anexo 8). 
A partir del muestreo realizado, se obtuvieron 35 muestras de leche lo que 
representa el l 00% de los casos clinicos. 
4.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE CEPAS DE S. aureus 
Del total de las muestras obtenidas se aislaron 35 cepas bacterianas de las cuales 
el 80% (28cepas) fueron identificadas como S. aureus, como se muestra en el gráfico l. 
a S. aureus 11 otros 
Gr.afica 1. 
Porcentaje de cepas de S. aureus aisladas de muestras de leche con mastitis clínica de 
vacas del distrito de Sicchez, 2014. 
La identificación se realizó en base a su morfología, tamaño y pigmentación de 
colonia, así como presencia y tipo de hemólisis. De la misma forma se le efectuó la 
prueba de Gram, catalasa, coagulasa y oxidasa. 
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Según los resultados obie'nidos en el preshnte estudio, podemos catalogar a S. 
aureus como el principal agente patógeno causante de infecciones mamarias en vacas 
del distrito de Sicchez, coincidiendo con Patiño (2008), Russi (2008), Bedolla (2011) y 
Clavinho et al,; (2002). 
Sin embargo los estudios realizados por Patiño (2008), Acuña y Rivadeneira 
(2008) y Bedolla (20 11) reportan una presentación de mastitis clínica producida por S. 
aureus en el 44,4%, 55,53% y el 62% respectivamente, pudiendo deberse a que se 
realizaron en hatos de crianza intensiva y en donde la producción láctea en promedio es 
de 24 litros y con un ordeño semitecnificados. 
Esto nos lleva a deducir que, independientemente del tipo del sistema de crianza 
de ganado vacuno y forma de ordeño, S. aureus sigue siendo el agente etiológico de 
mayor prevalencia en infecciones intramarias. 
Quizá los índices de curación bacteriológica, frente a las distintas especies del 
género Streptococcus sean altos, mientras que frente a Staphylococcus aureus son 
mucho menores, sumado a sus propiedades antigénicas, características particulares de 
virulencia y la capacidad de generar resistencia a los antibióticos conviertan a S. aureus 
en el agente etiológico más prevaleciente causante de mastitis clínica en diferentes 
predios (Alonso, 2006). 
4.2 PRUEBA DE SENSIBILIDAD A ANTIBIÓTICOS 
Para evaluar los perfiles de resistencia de las cepas de S. aureus, se realizaron 
pruebas de sensibilidad in vitro frente a 5 agentes antimicrobianos de uso frecuente para 
el tratamiento de la mastitis bovina. 
Como podemos ver en la tabla 3, de las 28 cepas de S, aureus estudias 18 
(64,28%) fueron resistentes a dos antibióticos, siendo el 53,6% resistente a penicilina y 
el 1 O, 7% resistente a oxitetraciclina. 
Sólo la oxitetraciclina mostró cepas de resistencia intermedia en 25% 
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Respecto a la sensibilidad sulfatrimetoprim, amoxicilina y enrofloxacina 
mostraron una sensibilidad del i OÓ% 
Tabla 3.Resultados obtenidos de las prueba de sensibilidad in vitro de S. aureus 
ANTIBIÓTICO Sensible Intermedio Resistente 
No •;. No 0/o No % 
Penicilina 13 46,4 15 53,6 
Sulfatrimetoprim 28 100 
Oxitetraciclina 18 64,3 7 25 3 10,7 
Amoxicilina 28 100 
Enrofloxacina 28 100 
Según estudios realizados por Ceccil y Peppel (1968), encontraron que el 50,4 % 
de las cepas de S.aureus aisladas, se mostraron resistentes a penicilina, coincidiendo con 
los resultados obtenidos en el presente estudio (54%) tal como se muestra en la gráfica2. 
Por lo contrario los reportes de Patiño (2008), Pellegrino (2011) y Bedolla 
(2011), muestran porcentajes inferiores de 34; 22,2 y 29,2% respectivamente. 
Si seguimos la secuencia de la gráfica 2, podríamos decir que la resistencia a la 
penicilina debería ser menor, sin embargo los resultados nos muestran lo contrario. Esto 
puede deberse al hecho de que hoy en día existen muchos estudios in vitro de 
sensibilidad en establos lecheros de sistemas intensivos que favorecen la correcta 
elección y el uso racional de medicamentos, así como la aplicación de las medidas de 
bioseguridad para el control de la mastitis sumado a las nuevas formulaciones 
medicamentosas que se encuentran en el mercado, lo que quizá no sucedía en años 
pasados, en donde no se conocía mucho de los medicamentos, de las formas de manejo, 
de las medidas de control entre otros aspectos que hacían a la mastitis una enfermedad 
incontrolable y en su afán de contrarrestarla generaban resistencia a los antibióticos. 
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En la actualidad los sistemas de. crianza intensiva cuentan con métodos y 
medidas de bioseguridad que controlan la prevalencia de mastitis lo que disminuye en 
gran medida los problemas de resistencia a antibióticos. Es por ello que quizá los 
resultados sean menores a los mostrados por Ceccil y Peppel (1968). 
Entonces ¿por qué en este estudio se reportó un porcentaje elevado .de resistencia 
antibiótica? La principal razón, de este alto grado de resistencia, radique que en la zona 
rural, los ganaderos no implementen medidas de control e higiene en el ordeño, así 
como no hacen un uso racional de los medicamentos generando un uso rotatorio de 




Resistencia a Penicilina 







Comparación de resistencia in vitro de S. aureus a penicilina con estudios realizados en 
vacas con mastitis clínica. 
Los resultados del presente estudio demuestran resistencia a oxitetraciclina del 
10,7%, siendo superior a lo reportado por Bedolla(2011) con un 2,4 %. 
La resistencia de 10,7% a oxitetraciclina es inferior a los estudios realizados por 
Ceccil y Peppel (1968) y Patiño (2008) que revelan porcentajes de 16,1% y 14,69% 
respectivamente. 
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Resistencia a Oxitetraciclina 
16.10% 14.69% 
Ceccil y Peppel Patiño (2008) Bedolla (2011) Herrera (2014) 
(1968) 
Grafico3. 
Comparación de resistencia in vitro de S. aureus a oxitetraciclina con estudios 
realizados en vacas con mastitis clínica. 
Tomando en cuenta las características farmacológicas de los dos medicamentos, 
podemos decir que la resistencia de la penicilina mostrada a S. aureus se debe a la 
capacidad de producir enzimas como la beta-lactamasa que actúa sobre el anillo beta-
lactámico de las penicilinas inhibiendo su efecto bactericida, la cual es la característica 
más común de generar resistencia a este medicamento. 
Mientras que la resistencia de S. aureus mostrada a la oxitetraciclina se debe a la 
capacidad de este microorganismo de adherirse a varios componentes de la matriz 
extracelular, lo que le permite colonizar diferentes tejidos. 
Otro aspecto a tener en cuenta es la de crear resistencia a estos antibióticos, 
quizá sea el hecho de que estos medicamentos sean los de primera elección para ser 
utilizado en tratamientos paliativos que se presenten en la zona. Sumado al hecho de 
que su accesibilidad y disposición en productos comerciales se encuentran al alcance del 
ganadero. 
La sensibilidad de 100% mostrada por sulfatrimetoprim, amoxicilina y 
enrofloxacina reflejan que se requieren antibióticos de amplio espectro y de mayor 
potencia para poder destruir a esta variante patógena de S. aureus. 
Sin embargo debemos tener en cuenta que la eficacia de las sulfas en ubre 
bovina es limitada, debido a su pobre distribución y la disminución de su potencia en 
productos lácteos. Es por ello que la combinación con las diaminopirimidinas 
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potencializan su espectro de acción, debido a que son base orgánicas muy liposolnbles, 
lo que aumenta su absorción y dlstí·il:iüdón en lá inayoditde los tejidos (Botana, 2002). 
Esto lo podemos observar según los resultados obtenidos, ya que S. aureus 
mostró una sensibilidad del 100%. Pese a ello, este medicamente no se debería ver 
como un antibióticos de primera elección para el tratamiento de mastitis clínica ya que 
su capacidad antibacteriana se vería disminuida por la presencia lesiones purulentas lo 
que favorecería su mecanismo de resistencia. 
Siendo la amoxicilina una aminopenicilinas, de similar espectro de actividad a 
las penicilinas naturales, muestra una mayor resistencia a betalactamasa. Así, los 
resultados del presente trabajo muestran que la actividad de este antimicrobiano no fue 
afectada como en el caso de la Penicilina G, lo que concuerda con otros autores 
(Botana, 2002; Bedolla 2011). Adicionado a que en los centros agroveterinarios no hay 
productos comerciales inyectables en base a este medicamento, lo que lo convierte en 
un antibiótico no muy empleado en procesos infecciosos en la zona, dando una mayor 
ventaja en la terapia antibiótica para estas infecciones mamarias. Lo mismo que es 
respaldado por los datos obtenidos en el anexo 1 O donde demuestra que en una 
combinación de penicilina y amoxicilina, no hay una diferencia significativa. Lo 
contrario sucede frente a sulfatrimetoprim y la oxitetraciclina, donde si hay una 
diferencia estadísticamente significativa con un nivel del 95 % de confianza. 
La enrofloxacina es una quinolona de alta potencia, amplio espectro y de letal 
actividad dependiendo de la concentración, sin embargo dado la tendencia a la 
resistencia bacteriana que aún no está muy difundida y en vista de su importancia para 
el tratamiento de infecciones graves, se debería evitar el uso indiscriminado (Botana 
2002). 
Según el análisis de varianza para diferencia de medias desensibilidad in vitro de 
Staphylococcus aureus causante de mastitis clínica bovina en el distrito de Sicchez, 
provincia de Ayabaca (anexo 1 0), podemos decir que si existe una diferencia 
estadístican1ente significativa entre los diferentes medicamentos aplicados, debido a que 
el p-valor es menor del!%. Quizá se deba a las características farmacológicas de cada 
medicamento y su actividad antimicrobiana tal y como se describió anteriormente. 
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4.3 PRUEBA DE SENSIBILIDAD DE S. aureus POR PEZONES 
El nivel de infección en los cuarterones es del 36,8 %. Siendo los pezones 
anteriores y posteriores derechos los de mayor presentación de mastitis clínica con 
11,8% y 15,7% respectivamente en comparación con un 3,9% en el pezón anterior 
izquierdo y un 5,3% en el pezón posterior izquierdo (Anexo 8). 
No se ha demostrado predilección por parte de S. aureus en infecciones 
intramamarias que establezcan una relación entre pezones afectados. Dicho enunciado 
se puede comprobar con un estudio realizado por Alonso (2006) donde determinó la 
prevalencia de mastitis clínica en el municipio de Tarimbaro Michoacán, mostrando un 















lil Anterior Derecho lil Aanterior Izquierdo lill Posterior Derecho lil Posterior Izquierdo 
Grafica 4. 
Distribución porcentual de pezones con mastitis causada por S. aureus en vacas del 
distrito de Sicchez, provincia de Ayabaca. 
Los resultados comparados con los de Alonso (2006), también pueden estar 
influenciados por la forma de manejo y la técnica de ordeflo, ya que en un sistema de 
ordeflo mecánico, los ordeños por pezones suelen ser más homogéneos; en comparación 
a la forma de ordeflo tradicional manual donde la actividad la lleva a cabo un operario el 
cual extrae la leche sin tener la seguridad de haber realizado un ordeño completo, ya que 
en la zona de Sicchez tienen como costumbre dejar "algo" para el ternero. 
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Así mismos se tiene en cuenta la disposición anatómica de la ubre con respecto a 
los miembros posteriores. Lo qtJe quizá favorezca esta variante de pezones afectados 
por cuartos mamarios. 
Del total de muestras de leche obtenidas por pezón, tenemos que las muestras 
procedentes de los 4 pezones resultaron resistentes a penicilina (50%) y las muestras de 
los 2 pezones anteriores no resultaron resistentes a oxitetraciclina, mientras que los 
pezones posteriores derecho e izquierdo mostraron resistencia en 17 y 25% 
respectivamente. 
Con lo que respecta a las muestras de los diferentes pezones afectados han 
mostrado una sensibilidad del 1 00% a sulfatrimetoprim, amoxicilina y enrofloxacina 
(Tabla 4). 
Tabla 4: Pezón afectado según medicamentos para la sensibilidad in vitro de 
Stapllylococcu saureus causante de mastitis clínica bovina en el 
distrito de Sicchez, provincia de Ayabaca. 
Pezón afectado 
Anterior Anterior Posterior Posterior 
derecho izquierdo derecho izquierdo 
n % N % N % N % 
Resistente 4 50,00 2 50,00 7 58,33 2 50,00 
Penicilina 
Sensible 4 50,00 2 50,00 5 41,67 2 50,00 
Resistente o 0,00 o 0,00 2 16,67 25,00 
Oxitetraciclina Intermedio 3 37,50 25,00 3 25,00 o 0,00 
Sensible 5 62,50 3 75,00 7 58,33 3 75,00 
Total 8 100,00 4 100,00 12 100,00 4 100,00 
Con la oxitetraciclina se ha observado que el causante de mastitis es más 
sensible a partir de las muestras procedentes de los pezones anterior y posterior 
izquierdos (75%) y a partir de muestras de leche procedentes de pezones anterior 
derecho y posterior izquierdo fueron de 63 y 58% respectivamente. 
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Las cepas de S. aureus procedentes de leches mastíticas de los pezones anterior 
derecho e izquierdo y pezón posterior derecho presentaron sensibilidad intermedia a la 
oxitetraciclina (38, 25 y 25%, respectivamente). 
La resistencia mostrada de la penicilina y oxitetraciclina por pezones en el 
presente estudio puede deberse a diversos factores como estación del año, condición 
fisiológica del animal, área de los predios, manejo, forma de ordeño y tratamientos 
paliativos que incluyen a estos dos antibióticos como los medicamentos de primera 
elección. 
Sin embargo no se debería olvidar de que S. aureus es uno de muchos agentes 
causantes de mastitis clínica lo que su persistencia en infecciones intramamarias estaría 
influencia por la presencia de otros microorganimos que favorecerían su acción 
patógena y su dificil erradicación. 
Considerando que la ubre es una sola glándula productora de leche, pero cuando 
esta se ve afectada por la mastitis, cada pezón que la conforma, es independiente, por 
ello es que las muestras provenientes de los pezones afectados son analizadas por 
separado, teniendo en cuenta de que cada pezón es un medio de proliferación para los 
microorganismos causantes de la mastitis. Esta variabilidad de medios (pezón) hace que 
se obtengan resultados como los mostrados en el presente estudio, mostrando una mayor 
resistencia en un cuarto mamario y otro aun tratándose de una misma vaca. 
Quizá sea este el motivo más resaltante por el cual estos medicamentos hayan 
mostrado una resistencia marcada, es por ello que la prueba de antibiograma permite 
mostrar según resultados, que se requiere antibióticos de mayor espectro (amoxicilina) y 
mayor potencia ( enrofloxacina) para de esa manera combatir a toda la flora causante de 
mastitis clínica incluyendo el microorganismo principal que en este caso es S. aureus. 
Por lo que el tratamiento estaría sujeto al uso racional de los medicamentos de 




l. Staphy/occus aureus es el causante del 80% de casos mastitis clínica en el 
distrito de Sicchez. 
2. S. aureus mostró resistencia a penicilina (53,6%) y a oxitetraciclina (10,7%) 




l. Mejorar las condiciones sanitarias y de manejo del ganado bovino lechero para 
prevenir la presentación de casos clínicos de mastitis. 
2. Usar amoxicilina como antibiótico de primera opción para el tratamiento de 
mastitis clínica en el distrito de Sicchez, provincia de Ayabaca. 
3. Registrar los antibióticos utilizados en los predios con el fin de vigilar su uso 
racional evitando la generación de resistencia y protegiendo la salud pública. 
4. Ampliar la investigación de antimicrobianos de uso potencial en ganado lechero 
así como los patrones de resistencia que las cepas de S. aureus están 




El presente estudio se inició el 20 de enero al 20 de marzo del presente año, el cual tuvo 
como objetivo determinar la sensibilidad in vitro de Staphylococcus aureus aislados de 
infecciones intrarnamarias frente a antibióticos seleccionados en el tratamiento de 
mastitis clínica bovina, en el distrito de Sicchez, provincia de Ayabaca. Los casos de 
mastitis clínica se identificaron en base a signos clínicos, alteraciones en la ubre, y 
estado general del animal así como las condiciones de ordeño. Se diagnosticaron 19 
vacas con mastitis clínica, de las que se colectaron 35 muestras de leche mastítica, las 
mismas que fueron sometidas a diferentes medios de cultivo selectivos para el 
crecimiento de S. aureus y llevados a incubación a 37° C por 24 a 48 horas. La 
identificación de esta especie se realizó a través de la tinción Gram, morfología de la 
colonia, prueba de catalasa, prueba de coagulasa, prueba de manito! y producción de 
hemólisis. Para la prueba de sensibilidad in vitro de S. aureus se utilizó el método de 
difusión en disco de Kirby-Bauer. El 80% de los casos de mastitis clínica en este distrito 
son causados por S. aureus, encontrándose que, de las 28cepas, el 53,6% y 10,7% 
resultaron resistentes a penicilina y oxitetraciclina, respectivamente, mientras que el 
100% fueron sensibles a sulfatrimetoprim, amoxicilina y la enrofloxacina. Se 
recomienda utilizar la amoxicilina como antibiótico de primera opción para el 
tratamiento de mastitis clínica en el distrito de Sicchez, dada sus características 
farmacocinéticas. 




The present study was initiated on 20 January to 20 March this year, which aimed to 
determine the in vitro susceptibility of Staphylococcus aureus isolated from 
intramammary infections against selected in treating bovine clinical mastitis antibiotics, 
in the district of Sicchez province of Ayabaca. Cases of clinical mastitis were identified 
based on clinical signs, changes in the udder, and general condition of the animal and 
the conditions of rnilking. 19 cows were diagnosed with clinical mastitis, of which 35 
samples of mastitic milk were collected; they were subjected to different selective 
media for the growth of S. aureus and taken to incubation at 37 ° C for 24 to 48 hours. 
The identification ofthis species was made through Gram, colony morphology, catalase 
test, coagulase test, mannitol test and production of hemolysis staining. 
For susceptibility testing of S. aureus in vitro diffusion method was used in Kirby -
Bauer disk. 80% of cases of clínica) mastitis in this district are caused by S. aureus, 
being that of the 28cepas, 53,6% and 10,7% were resistant to penicillin and 
oxytetracycline, respectively, while l 00% sulfatrimetoprim were sensitive to 
amoxicillin and laenrofloxacina. Amoxicillin is recommended as first-line antibiotic for 
the treatment of clinical mastitis in the district Sicchez, given its pharmacokinetic 
characteristics. 
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ANEXOS 
ANEXO 1: INTERPRETACIÓN DEL MÉTODO DE KIRBY BAUER 
Contenido Diámetro de la zona de inhibición Agente Antimicrobiano del disco Resistente Intermedio Sensible 
<o= >o= 
Ampicilina Enterobacteriaceae 10ug 13 14-16 17 
Ampicilina Estafilococos 10ug 28 ---- 29 
Ampicilina Enterococos 10ug 16 ---- 17 
Ampicilina Estreptococos p 10ug 18 19-25 26 hemolíticos 
Mezlocilina Pseudomonas 10ug 15 16 
aeruginosa -----
Mezlocilina Enterobacteriaceae 10 ug 17 18-20 21 
Oxacilina Estafilococos 10 ug 10 11-12 13 
Oxacilina Neumococos para evaluar 10ug ---- ---- 20 sensibilidad a penicilina 
Penicilina G Estafilococos 10 ug 28 ........... 29 
Penicilina Enterococos 10 ug 14 
-----
15 
Penicilina Estreptococos B lOug 19 20-27 18 hemolíticos 
Piperacilina Pseudomonas 10ug 17 18-20 18 
aeruginosa 
PiperacilinaEnterobacteriaceae lOug 17 21 
COMBIN CON INHffiiDORES B-LACTAMASA . 
Amoxicilina 1 Acido Clavulánico 20/10 jlg 19 20 Estafilococos ---
Amoxicilina 1 Enterobacteriaceae 20/10 jlg 13 14-17 18 
Ampicilina 1 Sulbactama 10/10 jlg 11 12-14 15 
Piperacilina 1 Tazobactama 100/10 jlg 17 18-20 21 Enterobacterias 
Piperacilina 1 Pseudomonas 100/10 jlg 17 --- 18 
aeruf{inosa 
Piperacilina 1 100/10 jlg 17 
--- 18 Esfafilococosmeticilina 
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CEFALOSPORINAS 
Cefaclor 30 j!g 14 15-17 18 
Cefazolina 30 j!g 14 15-17 18 
Cefepima 30 j!g 14 15-17 18 
Cefixima 5 j!g 15 16-18 19 
Cefoperazona 75j!g 15 16-20 21 
Cefotaxima 30 j!g 14 15-22 23 
Cefoxitina 30 j!g 14 15-17 18 
Ceftazidima 30 j!g 14 15-17 18 
Ceftixozima 30 j!g 14 15-19 20 
Ceftriaxona 30 j!g 13 14-20 21 
Cefuroxima sódica parenteral 30 j!g 14 15-17 18 
Cefalotina 30 j!g 14 15-17 18 
CARBAPENEMS 
Imipenem 10 j!g 13 14-15 16 
Meropenem 10 j!g 13 14-15 16 
MONOBACTAMAS 
1 Aztreonam 16-21 22 
GLICOPÉPTIDOS 
Teicoplanina 30 j!g 10 11-13 14 
VancomicinaEnterococos 30 j!g 14 15-16 17 
Vancomicina Estafilococos 30 j!g 
--- --- 15 
AMINOGLUCÓSIDOS 
Amicacina 30 j!g 14 15-16 17 
Gentamicina 10 j!g 12 13-14 15 
Kanamicina 30 j!g 13 14-17 18 
Netilmicina 30 j!g 12 13-14 15 
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MACRÓLIDOS 
Azitromicina 15 ¡J.g 13 14-17 18 
Cloritromicina 15 ¡J.g 13 14-17 18 
Eritromicina 15 f.lg 13 14-22 23 
TETRACICLINAS 
Minociclina 30 f.lg 14 15-18 19 
Tetraciclina 30 ¡J.g 14 15-18 19 
QUINOLONAS 
Ciprofloxacino 5 ¡J.g 15 16-20 21 
Fleroxacina 5 ¡J.g 15 16-18 19 
Nalidixico Acido 30 ¡J.g 13 14-18 19 
Norfloxacina 10 ¡J.g 12 13-26 17 
Oxfloxacina 5 ¡J.g 12 13-15 16 
Trovafloxacina 10 ¡J.g 13 14-16 17 
OTROS ANTIMICROBIANOS 
Cloranfenico1 30 ¡J.g 12 13-17 18 
C1indamicina 2 ¡J.g 14 15-20 21 
Nitrofurantoina 300¡J.g 14 15-16 17 
Polimixina B 300U 8 9-11 12 
.. Fuente: National comrmttee for chmcallabomtory standars (NCCLS). 1999. 
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ANEXO 2: TOMA DE MUESTRAS DE LECHE 
Según Hogan et al.; 1999, Laboratory Handboo kon bovine mastitis. National Mastitis 
Council, describe los siguientes pasos: 
l. Eliminar la suciedad de la glándula mamaria y de los pezones, mediante un 
lavado y secado. 
2. Eliminar los primeros chorros de leche de los perones, y observar síntomas de 
mastitis. 
3. Toma de muestra del pezón, destapar el tubo de ensayo y sostener la tapa con la 
boca hacia abajo. 
4. Colocar el tubo en una dirección de 45 o C. 
Nota: No debe tocar el tubo el pezón, llenar el tubo de 2 - 3 ml con un máximo 
deS. 
5. Procurar no tocar el tapón inferior ni tampoco el borde del tubo con el fin de 
evitar posibles contaminantes, cerrar los tubos inmediatamente después de tomar 
las muestras. 
6. Etiquetar los tubos con las muestras de leche. 
7. Sellar los pezones. 
8. Llevar las muestras a refrigeración para su conservación y llevar al laboratorio. 
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ANEXO 3: AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE S. aureus 
Aquiahuatl y col, 2004, en el Manual de Prácticas de Laboratorio de Microbiología 
describe: 
Siembra en placa: 
l. Se homogeniza la muestra de leche y se inocula el sobrenadante en la placa con 
el agar manito! salado, agar sangre, agar Baird Parker. 
2. Los materiales de inoculación deben ser estériles. Para el caso de asa, deben 
llevarse a flameado manteniendo el mismo en una dirección vertical cobre el 
mechero de Bunsen y luego se deja enfriar. 
3. Se retira los tapones de los tubos con las muestras con cuidado evitando la 
contaminación, posterior a ello se tomará una pequeña muestra. 
4. Se levanta la cubierta de la placa de cultivo y se realiza estrías en el área de la 
superficie de la misma. 
5. Luego se llevará a incubar a 37° C por 24 horas. 
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ANEXO 4: TINCIÓN GRAM 
Aquiahuatl y col, 2004, en el Manual de Prácticas de Laboratorio de Microbiología 
describe: 
l. Se recogerá una muestra de colonia presuntiva de pertenecer al género 
Staphylococcus. 
2. La porción de colonia tomada del cultivo microbiano, se extenderá en forma 
espiral sobre una lámina portaobjetos, con una gota de agua destilada, donde se 
dejará secar a temperatura ambiente, y fijar la muestra exponiendo al calor. 
3. MÉTODO: 
a. Un colorante primario (violeta de genciana) durante un minuto. 
b. Lavar con agua. 
c. Un mordiente (Iugol) durante un minutos. 
d. Lavar con agua. 
e. Un agente decolorante (alcohol-acetona) durante 3 a 5 segundos. 
f. Lavar con agua. 
g. Un colorante secundario de contraste (safranina) durante IOseguntos. 
h. Lavar con agua y secar sobre un papel de filtro. 
1. Observar al microscopio con el objetivo de inmersión. 
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ANEXO 5: PRUEBAS BIOQUÍMICAS PARA IDENTIFICAR S. 
aureus 
Según Laboratory Handbook on bovine mastitis. National Mastitis Council (Hogan et 
al.; 1999) describe las siguientes pruebas bioquímicas: 
PRUEBA DE COAGULASA 
En tubo: 
l. Se realizará añadiendo 0,5 m1 de plasma de conejo citratado o con EDTA en un 
tubo de ensayo. 
2. Luego se agregará el cultivo de S. aureus y después de 4 horas se hará lectura a 
37°C. 
a. Lectura Positiva: Formación de un coágulo. 
b. Negativo: No formación de un coágulo. 
En porta: 
l. La prueba de la coagulasa en porta permite detectar el cumping factor y se 
realizará preparando una suspensión muy densa de bacterias en una gota de agua 
depositada en una porta objetos y sobre la suspensión se añadirá con un asa de 
platino una gota de plasma de conejo y se mezcla rotando el asa. 
PRUEBA DE CATALASA 
En una lámina porta objetos, se dejará caer una gota de agua oxigenada sobre una parte 
de bacterias en crecimiento. 
a. Lectura Positiva: Presencia de burbujas. 
b. Lectura Negativa: No presencia de burbujas. 
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PRUEBA DE OXIDASA 
a) Se agrega unas gotas de reactivo liquido directamente al cultivo en placas de 
agar sangre o extender algunas colonias sobre una toallita de papel y se agrega el 
reactivo. 
b) Las colonias que producen citocromo oxidasa, tras algunos minutos, toman un 
tinte rosa y después rojo y a veces negro. 
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ANEXO 6: PRUEBA DE SENSffliLIDAD O ANTmiOGRAMA 
Se llevará a cabo el método de Kirby Bauer, la cual consiste en utilizar una sola 
concentración de antibiótico y medir el tamaño de la zona de inhibición (Clavell y col, 
1992) 
1) Fundir el medio de cultivo y dejarlo enfriar a 45-50°C. 
2) Se verterá asépticamente suficiente cantidad de medio de cultivo (Agar Mueller 
Hinton) en una placa de Petri, para obtener una capa de 4 mm de espesor. Para 
una placa de 10 cm. de diámetro se requerirá 30 mi de medio y para una de 15 
cm se requerirá 70 ml. 
3) Se dejará solidificar el medio de cultivo y luego se secará las placas durante 30 
minutos antes de usarlas para la inoculación. 
4) Se inoculará la placa mediante un hisopo estéril utilizando una suspensión del 
germen de 6 horas de incubación. Para la inoculación se sumergirá un hisopo 
estéril en el cultivo y se eliminará el exceso rotándolo firmemente contra la 
pared interna del tubo. Frotar el hisopo sobre la superficie del medio de cultivo. 
5) Se repetirá esta operación por tres veces sucesivas, rotando la placa para obtener 
una dispersión uniforme del inóculo en toda la superficie. 
6) Se colocará la tapa a la placa y se dejará secar el inóculo por 3 a 5 minutos. 
7) Se colocará los discos con los antibióticos sobre el agar mediante pinzas estériles 
o usando un aplicador de discos. Se oprimirá los discos suavemente con una 
pinza para asegurar un buen contacto con el medio de cultivo. Los discos se 
espaciarán, de manera que su distancia a la pared de la placa será de 15 mm y 
entre ellos de 30 mm. 
8) Se incubará a 35- 3rC por 18-19 horas. 
9) Si se requieren los resultados con rapidez se podrán leer las zonas de inhibición 
después de 6-8 horas de incubación, pero estos resultados deberán ser 
confirmados mediante una nueva lectura después de la incubación por las 18 -19 
horas. 
10) La medida del diámetro de la zona de inhibición se realizará preferentemente 
desde el exterior de la placa, sin quitar la tapa, esto puede hacerse con una regla 
milimetrada, un vernier o cualquier otro instrumento similar. 
11) Los resultados se interpretarán de acuerdo al anexo l. 
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ANEXO 7: MAPA DEL DISTRITO DE SICCHEZ 
Mapa (])istrita( áe 
------~' -:----~ 0--~-,-----~ 
Siccliez 




Red de municipalidades urbanas y rurales de Piura (2013) 
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ANEXO 8: FICHA DE RECOLECCIÓN DE DATOS 
N° de vacas Vacas Pezones afectados 
No Nombre del ganadero en positivas a 
producción mastitis 
No edad AD Al PD PI 
1 Roe! Gálvez 2 1 3 X x+ 
2 Juan Gálvez Salcedo 4 2 2.5 x+ 
3 X x+ 
3 Luis Peña Villalta 2 1 2.5 x+ 
4 Amable Julca Rivera 3 1 3 x+ x+ 
5 Franco Villalta Criollo 2 1 2.5 x+ x+ 
6 Juan Rivera 2 1 3 x+ x+ 
7 Roberto Y angua 3 1 4 x+ 
3 X x+ 
8 Jorge Saavedra 7 3 2.5 X x+ 
3 x+ x+ x+ 
9 Teodoro Peña Carhuatocto 4 l 3 x+ 
10 Oswaldo Peña Villalta 2 1 2.5 x+ x+ 
11 Hortelia Jiménez Jiménez 3 1 3 x+ x+ 
12 Fausto Villalta 3 1 3 x+ x+ 
13 Gilberto 6 1 2.5 x+ x+ 
Carhuapoma Y angua 1 3.5 x+ X 
14 Otilio Peña Jiménez 7 1 4 X x+ 
l 4 x+ X 
Total so 19 2.9 11 6 13 S 
% de vacas positivas a mastitis clínica 38% 




.. . . X- no poslltvas a S. aureus; X+- PoStttvas a S. aureus 
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ANEXO 9. FOTOS 
-
' 
Figura l. Selección de animales 
Figura 2. Asepsia de los pezones para la colección de las muestras de leche 
Figura 3. Colección de muestras de leche mastítica 
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Figura 4. Conservación de las muestras en refrigeración para su traslado 
Figura 5. Muestra de leche con mastitis. 
. -
~ · ..... ·. 
Figura 6.Medios de cultivo sembrados e incubados a 37° e por 24 horas. 
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Figura 7. Crecimiento bacteriano en Agar sal manito!. (Fermentación del manito), 
cambio de coloración del medio de rojo a amarillo). 
Figura 8. Crecimiento bacteriano en agar Baird Parker 
Figura 9. Tinción Gram, observación microscópica de S. aureus. 
60 
Figura 10. Prueba de coagulasa positiva para S. aureus (izq y med), prueba de 
coagulasa negativa ( derch) 
Figura 11. Prueba de catalasa positiva para S. aureus 
Figura 12. Prueba de oxidasa negativa para S. aureus 
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Figura 13. Suspensión de cepas de S. aureus en caldo tripticasa soja y su incubación a 
37° e por 6 horas. 
No turbidez 
1 Turbidez 
Figura 14. Observación de turbidez en la suspensión de S. aureus en caldo tripticasa 
soja 
Figura 15. Agar Muller Hinton, servida en la placa para antibiograma. 
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Figura 16. Siembra en agar Mueller Hinton de S. aureus para antibiograma 
Figura 17. Colocación de discos de antibióticos en el medio Mueller Hinton 
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ANEXO 10: ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Pezón afectado según medicamentos para la sensibilidad in vitro de staphylococcus 
aureus causante de mastitis clínica bovina en el distrito de Sicchez, provincia de 
Ayabaca 
Pezón afectado Prueba 
Anterior Anterior Posterior Posterior exacta de 
derecho izquierdo derecho izquierdo Fisher 
n % n % n % n % xz 
Resistente 4 50 2 50 7 58,3 2 50 0,519 
Peuicilina Sensible 4 50 2 50 5 41,7 2 50 
Sulfatrimetoprim Sensible 8 lOO 4 lOO 12 lOO 4 lOO N.D 
Resistente o o o o 2 16,7 1 25 
Oxitetraciclina Intermedio 3 37,5 1 25 3 25 o o 3,95 
Sensible 5 62,5 3 75 7 58,3 3 75 
Arnoxicilina Sensible 8 lOO 4 lOO 12 lOO 4 100 N.D 
Enrofloxacina Sensible 8 100 4 100 12 100 4 100 2,282 
Total 8 100 4 lOO 12 100 4 lOO 
Análisis de vananza para diferencia de medias de sensibilidad in vitro de 
Staphylococcus aureus causante de mastitis clínica bovina en el distrito de Sicchez, 



























Medias y sus intervalos de confianza de medicamentos para la sensibilidad in vitro de 
Staphylococcus aureus causante de mastitis clínica bovina en el distrito de Sicchez, 
provincia de Ayabaca 
Error Est. 
Media (s agrupada) Límite Inferior Límite Superior 
PENICILINA 31,6786 1,50326 29,5763 33,7808 
SULFATR~TOP~ 27,0357 1,50326 24,9335 29,1379 
OXITETRACICLINA 21,75 1,50326 19,6478 23,8522 
AMOXICILINA 34,2857 1,50326 32,1835 36,3879 
ENROFLOXACINA 26 1,50326 23,8978 28,1022 
Pruebas de múltiples rangos de las medias de medicamentos para la sensibilidad in vitro 
de staphylococcus aureus causante de mastitis clínica bovina en el distrito de Sicchez, 
provincia de Ayabaca 
Método: 95.0 porcentaje LSD 
Casos Media Grupos Homogéneos 
OXITETRACICLINA 28 21,75 X 
ENROFLOXACINA 28 26,0 X 
SULFA~ETOPRIM 28 27,0357 X 
PENICILINA 28 31,6786 X 
AMOXICILINA 28 34,2857 X 
Contraste Sig. Diforencia +!-Límites 
PENICILINA- SULFATRIMETOPRIM • 4,64286 4,20445 
PENICILINA- OXITETRACICLINA • 9,92857 4,20445 
PENICILINA- AMOXICILINA -2,60714 4,20445 
PENICILINA- ENROFLOXACINA * 5,67857 4,20445 
SULFATRIMETOPRIM- OXITETRACICLINA • 5,28571 4,20445 
SULFA TRIMETOPRIM- AMOXICILINA • -7,25 4,20445 
SULFATRIMETOPRIM- ENROFLOXACINA 1,03571 4,20445 
OXITETRACICLINA- AMOXICILINA • -12,5357 4,20445 
OXITETRACICLINA- ENROFLOXACINA • -4,25 4,20445 
AMOXICILINA- ENROFLOXACINA • 8,28571 4,20445 
* indica una diferencia significativa. 
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Verificación de la varianza para los valores en CMTS de medicamentos para la 
sensibilidad in vitro de Staphylococcus aureus causante de mastitis clínica bovina en el 
distrito de Sicchez, provincia de Ayabaca 
Prueba Valor-P 
Levene's 7,17731 0,00002858 
Comparación Sigmal Sigma2 F-Ratio P-Valor 
PENICILINA 1 SULF A TRIMETOPRIM 11,0288 5,59419 3,88668 0,0007 
PENICILINA 1 OXITETRACICLINA 11,0288 7,39181 2,22614 0,0420 
PENICILINA 1 AMOXICILINA 11,0288 9,72914 1,28501 0,0051 
PENICILINA 1 ENROFLOXACINA 11,0288 3,7614 8,59714 0,0000 
SULFA TRIMETOPRIM 1 5,59419 7,39181 0,57276 0,1540 
OXITETRACICLINA 
SULFA TRIMETOPRIM 1 AMOXICILINA 5,59419 9,72914 0,330618 0,0054 
SULFATRIMETOPRIM/ 5,59419 3,7614 2,21195 0,0436 
ENROFLOXACINA 
OXITETRACICLINA 1 AMOXICILINA 7,39181 9,72914 0,577236 0,1598 
OXITETRACICLINA 1 7,39181 3,7614 3,86191 0,0008 
ENROFLOXACINA 
AMOXICILINA 1 ENROFLOXACINA 9,72914 3,7614 6,69035 0,0000 
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